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谷子衄朋转录因子基因的克隆及其在干旱
胁迫下的表达模式分析

杨希文1，胡银岗1，2
(1．西北农林科技大学农学院，陕西杨凌712100；2．陕西省农业分子生物学重点实验室，陕西杨凌712100)

摘 要：为了挖掘谷子的抗旱基因，根据小麦转录因子基因死脚6的序列设计引物，从谷子中分离到一个
DR肋基因的cDNA序列。长l 113 bp，编码259个氨基酸．具有DRE日类转录因子典型的N一末端碱性核定位信号

和高度保守的AP2／ERFlBP结构域。植物脚类氨基酸序列多重比较分析表明，谷子朋EB基因属于册肋2类
转录因子，暂命名为甄黜2。半定量RT—PCR表达模式分析表明，在谷子幼苗干旱胁迫过程中，谷子＆脚2基
因在正常生长情况下有低水平的表达，在干旱胁迫期问诱导上调表达，说明谷子＆她2基因的表达受干旱胁迫
诱导，可能是谷子抗旱节水的关键基因。该基因的克隆为进一步探讨其应用于农作物抗旱节水性的遗传改良奠定

了基础。
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谷子属C4植物，与C3植物相比，水分利用效

率高，光合速率较高，干物质积累快⋯，具有耐旱、耐

贫瘠等特点，是一种抗逆性很强的作物，也是源于中

国的古老作物拉J。随着全球缺水和气候变暖形势的

日益严峻，对作物的抗旱节水性进行遗传改良，提高

作物水分利用率，已成为目前研究的一个热点口J。

研究水分利用效率高的植物资源如谷子的抗旱节水

机制，从中挖掘新的基因资源，是小麦、水稻、玉米等

作物水分利用效率改良的重要途径。

长期以来，植物为适应干旱等逆境胁迫，进化产

生了一系列对逆境胁迫的防御机制【4J。在干旱胁迫

条件下，植物的许多基因可以被诱导表达bJ，进而引

起植物体内抵御胁迫的反应。DREB转录因子属于

AP2／EREBP转录因子家族，能特异地结合DRE／CRT

元件，调控相关抗逆基因的表达。激活靶基因的转

录⋯。从多种植物中克隆的DREB转录因子基因来

看，DR衄转录因子基因受特定环境[7·引、激素【列等
诱导特异性表达。对小麦【1¨12】，玉米【13】，拟南

芥[14，15J，大豆[16]，棉花[1 7l，辣椒[18]等植物DREB转

录因子基因的研究表明，其表达受干旱胁迫、低温、

高盐胁迫、ABA处理等非生物胁迫诱导，是生物抵

抗多种胁迫的重要调控元件。谷子中鼢转录因
子基因的研究尚未见报道，其在谷子逆境胁迫中的

功能也不清楚。

本研究采用同源基因克隆的方法克隆了一个谷

子的嬲转录因子基因，并采用半定量RT—PCR
表达分析技术，以谷子A口讥基因为内参，对其在干

旱胁迫下的谷子叶片中的表达模式进行了分析，以

揭示其在抗旱节水中的功能，为进一步研究该基因

的功能及其利用奠定基础。

l材料与方法

1．1材料

供试材料为谷子品种冀谷18，由河北省农林科

学院谷子研究所选育，具有富硒，成穗率高，抗逆性

较强等特性，该品种在承德、赤峰、汾阳、固原等干旱

地区表现良好，已在广泛推广应用。

1．2谷子幼苗的胁迫处理

挑选外形饱满的谷子种子，用l％次氯酸钠消

毒10 lIlin，冲洗后用少量蒸馏水浸泡过夜，再置于加

有蒸馏水的培养皿中水培，7 d后幼苗长至二叶期，

然后将其分成两组，一组正常灌水作为对照，另一组

进行自然干旱处理，在轻度干旱(叶片黄绿，叶尖微

垂)、中度干旱(叶片深绿，叶片下垂)、重度干旱(叶

片灰绿，整株生理萎蔫)时分别取样，重度干旱处理

后立即进行复水处理，分别于复水后2、6、12 h取

样。样品于液氮中速冻，一70℃保存备用。
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l 3总RNA提取及cDNA合成

将采集的幼叶用液氮研磨．参照nzol试剂盒

(1从ara，大连)说明书，提取总RNA，然后用DNaseI

(Takara，大连)处理去除存在的痕量DNA。采用

AMv反转录酶和Oligo(dT)18(Takara，大连)进行反

转录，合成cDNA第一链，反应后加入适量的DEPC

—H'O稀释后保存，用于半定量RT—PcR分析，

】4谷子D脚基因的cDNA克隆
根据已克隆的小麦弛DREB6基因序列(Gene

bank登录号AY78136l 1)，利用pnmer 5 O设计用于

谷子，)RE8基因克隆的PcR引物DREB—F：5一A．

GAAGCACTGCTCCTGAT一3和DREB—R：5一ACTTC—

cTGAT(：cACGATG一3。以谷子对照处理总RNA合

成的cDNA第一链为模板进行PcR扩增，反应程序

为：95℃预变性3 min；950c 40 s，55℃45 s．72℃40

s，共35个循环；72℃延伸8 min，反应后于4℃保温。

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，琼脂糖凝胶回

收试剂盒(A鼬mse GelDNA Pu一矗ca‰n Kjt ver 2．0，

TaKaRa，中同大连)同收日的片段，与pGEM—T载体

(Pmme鼬，美国)连接，转化大肠杆菌DH5n，用含青

霉素的LB平板和sP6、T7引物荫落PcR筛选阳性

克隆．送上海生工进行测序。

1．5半定量RT—PcR表达模式分析

以对照cDNA为模板，以谷子Acf抽萆凶(Gene

bank：AF282625．1)为内参，其引物序列为：Am；n一’1：

5一ACCCAAGCCCCTCT—TAACCC一3和Actin—R：5

一CccCl、Gn℃GTGAlTrcc一3，以Actin基因和

DREB基因引物进行不问循环数的PcR扩增，确定

适宜的循环数。95℃预变性3 min；95℃40 s，55qc

45 s，72℃40 s，循环次数依次为23、26．28、30、33、

36、39和42个循环，72℃延伸8min，分别取10ⅡL扩

增产物，在TAE电泳缓冲液中，1％琼脂糖凝胶电泳

检测扩增PcR产物，EB染色，紫外灯下用c—B0x

公司凝胶成像系统Genesnap和Gene Tools软件进行

成像和光密度扫描分析，根据光密度值的变化，选择

处于对数期的半定量RT—PcR的循环数。

却tcifIc hlts
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以各处理的总RNA合成的cDNA第一链为模

板进行谷子DREB基冈的平定鞋RT—PcR表达模

式分析。所用引物同L，调整半定繁RT—PcR所川

的各处理的模板cDNA用量。20 f-L反应体系中包

括：经内参调整的适宜体积的cDNA模板，10×PcR

Buffer 2止，【1NTP(2 mmol／L)2汕，正向引物(10 mm01／

1．)0．25弘I．，反向引物(10 mm01／L)O 25肛L，T8q DNA

Po】yJ，】emse(5 u／pL)0．2 pL，dd H20补齐至20 pI，，反

应程序为：95℃预变性3 min；95℃40 s，55℃45 s，

72℃40 s，共36个循环：720c延伸8 min．用I．5％琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物，溴化乙锭染色，凝胶成

像系统进行成像，并采用cene T00ls软件进行相对

定量分析。

1．6序列的生物信息学分析

利用NcBI(www．ncbi．nih印v)的BLAsT在线分

析工具进行序列比对分析i采用NcBl的ORF nnder

预测开放阅读框(ht【p：／／www ncb；．nlm．nih gov／)，

采用ExPASy网站的ComPulopI／Mw tooI计算蛋白质

的等电点、分子量及二级结构颅测(htp：／／www．ex—

pasy．oTg／Iools／pi—t001．ht“)。采用DNAMAN5 2．2

(Lynnon Bioson corp．)进行序列多重比较及系统进

化树构建。

2结果与分析

2 1 谷子DREB基因的克隆及序列分析

以谷了刘照处理的叶片cDNA为模板，扩增得

到单一条带，测序结果表明该片段长度为1178 bp，

预测结果表明，该序列的最大读码框为780个核苷

酸，编码259个氨基酸，该蛋白的等电点为5．32，分

子量为28190 36 Da，该编码蛋白具有DREB高度保

守的AP2／ERFBP结构域(1璺I 1)。利用ExPAsy的蛋

白质二级结构预测]：具hnn进行分析显示，该蛋白

质主要由a螺旋、日片层和无规则卷曲二级结构单

元组成．所占的比例分别为36．29％、8．88％和

54．83％。

L，。。-．_．．．．：：．-．．-．上．．一_．．·．1。．·．．-‘譬
注：数’#：序列长度；浅色：偏成分【J(域；深色：结构域

N咖；N0：”1⋯cP lEn劬；1．ighl BharkⅢta：c帅fmnmH吣B⋯d Re百on5；Dark sha扣㈣：c⋯HPfI fI⋯m
图1谷子D月E口基因的保守区分析

Fig 1 Co删ed domal㈣f D尺E日铲⋯n FnxIalhnlIJ“

根据．sakuma等⋯1的分类方法，从拟南芥AP2／ ERF家族每个小组巾，分别选取有代震性的基因作
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为分类的基本框架，然后将GenBank中登陆并且有

文献报道的、其他植物的DREB类转录因子DNA结

合域的氨基酸序列，用DNAman软件进行序列比对

分析，并构建进化树(图2)。结果表明，谷子DREB

转录因子与DREB2 O．s、DREB2 A A．t划分为A一2

舯．up，表明谷子D尺EB基因属于DREB2类转录因

子，将其命名为5i删2。
0 05
L—J

注(Note)：所用序列及其CenB∞k登录号(NaT∞of g∞e∞qlle∞∞alld

theirGenB粕k Accessi加No．)：CBFl H．v．(AF418204)、DREBlA A．t．

(AB007787)、DREBlB A．t．(AB007788)、CBF B．n．(AF370733)、CBF2

H．v．(AF442489)、DREBl F．a．(AJ634001)、DREBlA 0．8．(AF300970)、

DREBlB O．s．(AF300972、DREBlA Z．m．(Af．450481)、DBF2 Z．m．

(AF谚3799)、DBP3a G．h．(D0224382)、DREB2 O．s．(AF300971)、

DREB2A A．t．(AB007790)、DRFl H．v．(AY223087)、ABl4 A．t．(NM

129580)、ABl4 z．m．(AYl25490)、RAP2．1 A．t．(NM—103607)、RAP2．10

A．t．(NM 119854)、DBFl z．m．(AF493800)、DBP2 G．h．(AY619718)和

RAP2．4 A．t．(NM 106457)。

图2 DREB类氨基酸序列的进化树

Fig．2 Phylogenetic tree based彻anlino acid靶qIIeIlce of DREB

2．2 PCR循环数的确定

半定量RT—PCR分析需要通过组成性表达的

内参基因的PcR扩增将不同处理材料的反应起始

模板量调整到一致的水平，进而对目的基因或基因

片段进行扩增，分析其表达量在不同处理下的差异。

在PCR扩增对数期，模板量与扩增产量成正比，而

在PcR扩增后期其产量将不随模板量增加而增加。

因此，首先需要进行删基因和A以讥基因不同循
环数的PcR扩增，选择处于对数期的半定量RT—

PCR的循环数。结果表明，D脚基因和Ad讥基因

分别在30和36个循环之前为对数期，之后进入平

台期(图3)。为了保证PcR产量，在对数期内选择

的循环数不能太低，因此，本研究选择觑胎基因和‘
A以讥基因的循环数分别为33和36。为了避免同管

扩增中内参基因对DR肋基因扩增效率的影响，保

证扩增体系中两个片段的扩增均处于线性期，本研

究采用同批异管扩增。
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图3 鼢和Act讥基因不同循环数的PcR结果
f碡．3 PcR ampIification of D见EB蛐d A毹n砒dⅢe陀nt cycl黯

2．3不同水分胁迫时间下朋髓的半定量RT—
PCR结果

利用内参引物调整不同干旱胁迫与复水处理的

谷子叶片cDNA的用量，使内参基因扩增产物亮度

基本一致，利用半定量RT—PCR对谷子D尺髓基因

在不同干旱处理条件下的谷子叶片中的表达进行了

分析，并利用Genesnap软件分析其相对表达量。结

果显示(图4)，谷子D尺朋基因的大量表达受干旱
和复水的诱导。谷子D尺髓基因在谷子正常生长

(对照组)时有一定量的表达；在干旱胁迫下(中度干

旱)表达量升高，干旱胁迫非常严重时(重度干旱)表

达受到抑制，表达量降低到比正常生长的表达量还

低的水平；在严重f旱后复水后2 h，该基因的表达

量再一次升高，随后降低至正常水平。谷子嬲
基因的表达高峰出现在干旱胁迫与严重干旱后复水

的初期，说明该基因参与谷子对干旱胁迫及复水处

理的响应过程。

3讨论

AP2／EREBP家族是植物中特有的一大类转录

因子。拟南芥中有145个AP2／EREBP转录因子。根

据DNA结合结构域的不同分为AP2、DREB、ERF、

RAV和其他类别5个亚族，其中，DREB转录因子参

与对于旱、高盐和低温等逆境胁迫的应答，介导植物

非ABA依赖的渗透胁迫信号的传递【¨]。DREB可

∞∞∞

∞∞∞

o

如”∞"∞”
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圈4谷子＆D尺肋2基因在干旱胁迫和复水条件下的

表达模式(2、6和12 h为复水后的时间)

Fig 4 11le。砷Ⅻio“pm6h“g 0f S础2 genein

Foxta“mIlkt under也∞“ght sue骄and弛一wmei“g

以特异地与DRE顺式作用元件结合，在非生物逆境

胁迫中激活一系列靶基因的表达ⅢJ。近年来的研

究表明【2“，很多这一系列靶基因参与了植物多种胁

迫的抗逆反应，表明DREB在植物的抗逆反应中具

有重要的作用。seki等⋯1鉴定出了加多个DREB

的靶基因，这些靶基因编码的产物包括脯氨酸、蔗糖

等渗透保护剂生物合成的酶，膜蛋白，LEA蛋自，毒

性降解酶，分子伴侣及转录因子等。Mamvam等”3 J

将鉴定的38个DREB诱导的基因分为2组，第一组

是直接在胁迫抗性中发挥作用的功能蛋白(LEA蛋

白、抗冻蛋白、亲水蛋白等)；第二组是参与胁迫反应

中信号转导和基因表达的蛋白质因子(c2H2锌指

DNA结合蛋白、ERF／AP2型DNA结合蛋白和sTz、

磷脂酶c)。

目前许多植物的D胜口基因已经被克隆，DREB

转录因子特异地存在于植物中，受特定环境”_6J．激

素"1等诱导特异性表达。迄今报道的D艋B转录因

子基因内均无内含子。分析表明艘髓属于AP2／
EREBP转录因子家族中的一类多基因家族，含有一

个AP2／EREBP结构域l川。AP2／EREBP结构域第14

位的缬氯酸(v)和第19位的谷氨酸(E)，对决定DREB

转录因子与DRE顺式作用元件的特异性结合起关键

作用【“’蚓。拟南芥的艘雎HD／∞F4[M1与n艇口M／

cBF3、D砌E叭B，cBn积m也Blc，cBF蕾。’8l青矾

一致性很高，在叶片中有一定的表达量。艘E8基
因受多种胁迫诱导表达，小麦至少有六个D翘B基

因．其中D品晒2、cB凡一】和∞，2—2特异地受干

旱和低温的诱导表达Il””J，辣椒和大豆各有一个

DREB基因在盐胁迫和ABA处理的幼苗中诱导表

达‘”““。Tan异【”]等研究表明高羊茅FaDREB转录
因子受低温强烈诱导表达。Hong和Kim⋯1等发现

辣椒DREB基因受干旱胁迫诱导表达，同时该基因

的表达也受低温、机械损伤的诱导。谷子siDREB2

在干旱胁迫下强烈诱导表达，说明谷子siDREB2可

能对干旱的应答反应起着重要作用。最近研究表

明，玉米的西r脚几基因受干旱、高盐和ABA的诱
导【圳，棉花的蕊D卯2和吼册P3基因受干旱。高

盐，低温和ABA的诱导m J，大豆的GmD冠聃2基因

也受干旱、高盐、低温和ABA的诱导【3⋯．说明不同

植物中类似的D脚基因，其参与的细胞内信号转
导的途径可能不同，根据结合域，DREB亚族被分为

6个组⋯，谷子DREB属于A一2组。研究表明，A
一1和A一2组的DREB基因不受ABA的诱导，表明

其可能参与非依赖ABA诱导的信号传导途径。本

研究也发现谷子DREB基因的表达受干旱和复水的

诱导。

本实验克隆到一个谷子的D脚治基因，半定量

RT—PcR分析表明该基因受干旱胁迫和复水诱导，

因而推测该基因可能参与谷子抗旱与水分高效利用

代谢途径的调控。目前正在构建其过量表达载体，

以转化小麦等作物，探讨其改良作物抗旱节水性的可

行性。该基因的克隆为进一步探讨利用该基因改良

谷子和其他作物的抗旱节水性奠定了良好的基础。

4结论

克隆到一个谷子DREB基因的cDNA序列，长

lll3 bp，编码259个氨基酸，具有DREB高度保守的

AP2／ERFBP结构域。序列分析表明，谷子DREB基

因属于干旱胁迫相关的DREB2类转录因子。半定

量试验结果显示，谷子D耻口基因在幼苗干旱胁迫

时诱导表达，干旱胁迫严重时表达受到严重抑制，严

重干旱后复水2 h后表达再一次增强，复水6 h后其

表达量再一次降低，表明谷子D兄髓基因的表达受

干旱胁迫和复水诱导。
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Cloning of a DREB gene from foxtan milIet(SP纽，施玉纽西泌口L．)
and its expression during drought stress

YANG Xi．wenl，HU Yin—gan91'2

(1．c0Z如酽矿船啦础l‘阳，M砌删t A＆F‰毋，yⅡn觚昭，Sk肌“712100，吼打协；
2．JsJ池麒i酾r如6DⅢD7 D，胁k山r B幻如秽加Ag廊比啪，yd枷，Sh∞艏i 712100，仇妇)

Abstr跳t：A DREB gene was amplified fmm F0xtail millet by PCR using a pair of研me幅desi印ed on the se-

quences“T矗ticum aestivllm TaDREB6 gene，tlle foxtail IIlillet DREB gene w邪1 113 bp in length，encoding 259 aIIlino

acids稍th basic aIrIino acid regions possible nuclear location sequences(NLSs)and a highly con∞rved AP2／EREBP do-

眦in in the encoded putative pmtein．Multiple alignment anaJysis based on the amino acids encoded by DREB genes in

plants showed thatthe Foxtail millet DREB gene w鹊a member of DREB2 tmnscription f如tor farnily，肌d desi印ed as

siDREB2．The expr{ession pattems of siDREB2 dudng drougllt st陀ss were investigated by means of semi·quantitatiVe RT

—PCR．The results showed that the expression pattems of SiDREB2 during dmught stress w鹊up—regulated，which 8ug·

gested that it w∞inVolved in the response of foxtail Inillet to dmugIlt stress and IIlight be one of the key genes for drougIlt

tole咖ce and wa土er use e硒ciency of f叔tail rnjllet．ne cloning of this gene may pmvide tlle potentiaI for its utilization in

the impmVement of dmugllt tolerance and water use e硒ciency in other plants，

Keywords：foxtail millet；DERB tmnscription f砬tor；dmught and陀-watering；exp陀ss profile；phylogenetic analy·

sjsl
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Research progress of comprehensiVe effect under di仃Ijmnt rates straw mulch

on the均imd fhming areas，China

I．E仃bct of mf重．erent rates of sn翟w mlllch on fhnIlland咖．enviro衄ent

CAI Tai-yil”，JlA Zhi．ku卸1，HUANG Yao．wei3，HUANG Hui．juan2，YANG Bao．pin91，

zHANG Ruil。HAN Qing-fan91，NIE Jun-fen91

(1．Z‰醌i，琊e A蒯A脚脑阳nc^触厶姚矿阢舸-5口F打曙Agr妇出Ⅱ册，Ⅳon^讹酊A＆F跏i唧x毋，玩，训厶培，
鼽口肌耐712100，吼妇；2．胁胁n Po蜘枷疵洳fl帅盼，血m黝r，胁’Mn 454000，傩打m；

3．7‰A咖础叭现删批眦矿胁加n n西删，劢础Ⅱ。胁’船n 45I)008，劬讹)

Abstract：With the wate卜saving ag矗culture and soil catbon cycle theory development and砌turity，straw nmlch re—

search for a noVel 0f contempomry conservation a酣culture one of the issues，much attention．In order to deeply under-

st肌d t11e straw mulch comprehensive ecological efkcts of fa训and，the p印er reviews tlIe difkrent straw mulch on soil

temperature，moistu陀，nut五ents，enzymes，soil ca小on，biological stmctures and famd蚰d weed p∞t and microclimate of

status and progress of the research to the field of research and development矗refeI．ence．

Keywords：rainf副fanTling are鹅；stmw nmlch rates；ecolo舀cal effects；research pmgres8
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